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Введение. В настоящее время показано, что активность раково-тестикулярного гена PRAME, характерная только для опухо-
левой клетки, может контролироваться сигнальным каскадом NF-κB. Белок PRAME увеличивает жизнеспособность опухолевой 
клетки. Отсюда следует, что стрессовые условия могут повышать уровень экспрессии PRAME и увеличивать жизнеспособность 
опухолевой клетки. Мы предположили, что данный феномен определяет химиорезистентность PRAME-экспрессирующей клет-
ки. Эту резистентность можно преодолеть ингибиторами NF-κB-пути, такими как бортезомиб.
Материалы и методы: инкубирование в течение суток клеток меланомы линии A875 с цисплатином, бортезомибом и дексаме-
тазоном, смесью цисплатина и бортезомиба, а также со смесью цисплатина и дексаметазона. Для оценки цитотоксичности 
применяемых препаратов использовали МТТ-тест, уровня экспрессии гена PRAME – полимеразную цепную реакцию в реальном 
времени. Анализ данных проводили с помощью критерия Вилкоксона для связанных выборок.
Результаты. Установлено, что цисплатин и дексаметазон увеличивают уровень экспрессии PRAME по сравнению с клет-
ками меланомы линии A875, не подвергнутыми действию экспериментальных веществ (p <0,03). Добавление дексаметазона 
к цисплатину снижает цитотоксический эффект последнего. Бортезомиб обладает цитотоксическим действием, но пра-
ктически не увеличивал активность гена PRAME (p = 0,12). В клетках, инкубированных со смесью цисплатина и бортезо-
миба, активность гена PRAME находилась на более низком уровне по сравнению с клетками, инкубированными с цисплати-
ном (p = 0,0277). 
Заключение. Результаты экспериментов показывают, что увеличение уровня экспрессии гена PRAME снижает чувствительность 
клеток к цитотоксическому действию цисплатина. Активность PRAME увеличивается в условиях стресса. Применение борте-
зомиба препятствует росту уровня экспрессии PRAME и делает опухолевую клетку более уязвимой к цитотоксическим агентам. 
С другой стороны, дексаметазон может увеличить резистентность PRAME-экспрессирующей клетки к цитотоксическому воз-
действию цисплатина.
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Background. PRAME gene spontaneous expression is frequently observed in a cancer cell. The protein encoded by this gene increases  
the viability of tumour cell. NF-κB signalling pathway takes part in PRAME upregulation. It proposes, that stress conditions may increase 
the expression level of PRAME in the tumour cell and increase cell’s viability after it. We hypothesized that this phenomenon determines 
chemoresistance of PRAME-expressing cell, which can be overcome by NF-κB inhibitors, such as bortezomib.
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Введение
Раково-тестикулярный ген PRAME экспрессиру-

ется при онкологических и онкогематологических 
заболеваниях, но не активен в нормальной клетке. 
Свойства белка PRAME таковы, что увеличивают жиз-
неспособность опухолевой клетки. PRAME блокирует 
TRAIL-опосредованный апоптоз, защищает клетку 
от отравления солями тяжелых металлов, блокирует 
дифференцировку и увеличивает скорость пролифе-
рации [1–5]. При лечении множества онкологических 
заболеваний гиперэкспрессия PRAME становится про-
блемой, так как она связана с прогрессией и неблаго-
приятным исходом [5].

Проблема PRAME-опосредованной лекарственной 
резистентности усугубляется тем, что активность 
PRAME у больных наблюдается чрезвычайно часто – 
примерно в каждом 2-м случае [6]. Очевидно, что для 
нивелирования последствий экспрессии PRAME нуж-
но найти способ ее блокировки на уровне транскрип-
ции РНК или функций зрелого белка.

Возможностью для снижения уровня активности 
гена PRAME может быть блокирование внутриклеточ-
ных сигнальных путей. Так, в культуре трансформи-
рованных клеток НL60 экспрессия PRAME может быть 
опосредована провоспалительными сигнальными пу-
тями, в том числе, возможно, и NF-κB, так как про-
мотор гена PRAME имеет последовательности, распоз-
нающиеся субъединицами RelA комплекса NF-κB [7]. 
Некоторые препараты способны блокировать иници-
ацию передачи сигнала по NF-κB-зависимому пути. 
Один из таких препаратов – дексаметазон, применя-
емый для купирования воспаления [8]. Известно так-
же, что белок PRAME является компонентом комплек-
са убиквитинлигазы E2 [7]. Функция PRAME в этом 
комплексе заключается в распознавании белковых 
субстратов, которые убиквитинируются и деградируют 
в протеасоме. Несмотря на то что эти субстраты пока 
неизвестны, можно предположить, что данное свой-
ство позволяет опухолевой клетке активно перераба-
тывать поврежденные белки, что снижает ее 

Materials and methods. We incubated A875 melanoma cells with cisplatin, bortezomib and dexamethasone, as well as with a mixture  
of cisplatin with bortezomib and cisplatin with dexamethasone within 24 hours. To assess the cytotoxicity of these combinations MTT-test 
was used. For evaluation of PRAME expression level, real-time polymerase chain reaction was used. All data were analyzed with Wilcoxon 
test for coupled samples.
Results. It was found that cisplatin and dexamethasone increased an expression level of PRAME compared to control (p <0.03). The addi-
tion of dexamethasone to cisplatin reduced cytotoxic effect of cisplatin. Bortezomib has a cytotoxic effect, but it did not increase the activity  
of PRAME gene (p = 0.12). PRAME gene activity in cells incubated with a mixture of cisplatin and bortezomib was observed at a lower level 
in comparison with cells incubated with cisplatin (p = 0.0277).
Conclusion. The results of experiments show that an increase of PRAME expression level reduces the sensitivity of melanoma cells to the cy-
totoxic effect of cisplatin. PRAME activity increases under stress conditions. Using of bortezomib can inhibit the growth of PRAME expression 
and makes the tumour cell more vulnerable to cytotoxic agents. On the other hand, dexamethasone may increase a resistance  
of PRAME-expressing cell to cytotoxic effects.

Key words: PRAME, melanoma, cisplatin, bortezomib, dexamethasone, drug resistance
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чувствительность к химиопрепаратам. Таким образом, 
использование ингибиторов протеасом может подавить 
PRAME-опосредованную деградацию белков. В резуль-
тате жизнеспособность PRAME-экспрессирующей 
клетки снизится. Действительно, бортезомиб, инги-
бирующий функции протеасом, улучшает прогноз 
PRAME-экспрессирующих больных множественной 
миеломой. Терапия, не включающая бортезомиб, ока-
зывается менее результативной при лечении таких 
больных [9]. Бортезомиб интересен также тем, что ста-
билизирует IκB, который, в свою очередь, препятству-
ет активации NF-κB [10].

Как дексаметазон, так и бортезомиб можно соче-
тать с традиционными химиопрепаратами, в том числе 
с цисплатином. В данном исследовании мы определи-
ли чувствительность клеток меланомы линии A875 
(пример опухоли, для которой типична гиперэкспрес-
сия PRAME) [11] к различным сочетаниям дексамета-
зона (Эллара, Россия), бортезомиба (Ф-Синтез, Рос-
сия) и цисплатина (Цисплатин-РОНЦ, Россия), 
ожидая, что блокирование функций PRAME на уровне 
матричной РНК или белка увеличит цитотоксический 
эффект цисплатина.

Материалы и методы
На 1-м этапе методом MTT-теста мы определяли 

концентрацию перечисленных веществ, при которой 
в течение суток инкубирования погибало 50 % клеток 
A875. Для цисплатина эта концентрация составила 
20 мкг / мл, для бортезомиба – 86 мкг / мл. Дексаметазон 
оказался не токсичным для этих клеток. Более того, 
инкубирование клеток с дексаметазоном увеличивало 
скорость их роста примерно на 10 %.

На следующем этапе мы определили, какое влия-
ние оказывают используемые препараты на уровень 
экспрессии гена PRAME в опухолевой линии через 
сутки инкубирования. Концентрация цисплатина при 
инкубировании составила 20 мкг / мл, бортезомиба – 
10 и 0,4 мкг / мл, дексаметазона – 100 мкг / мл. Выбор 
концентрации обоснован использованием 
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цисплатина в дозе IC
50

 дальнейших экспериментов, 
а сниженная концентрация бортезомиба подобрана 
для возможности сочетать его с цисплатином и сохра-
нить при этом достаточное количество клеток. Кон-
центрация дексаметазона соответствовала той, кото-
рая достигается в крови при введении препарата 
больному. Согласно данным количественной полиме-
разной цепной реакции в реальном времени циспла-
тин и дексаметазон значимо увеличивают уровень 
экспрессии гена PRAME (см. таблицу). После инку-
бирования с бортезомибом активность PRAME меня-
лась незначимо.

На заключительном этапе эксперимента мы про-
верили эффекты сочетания цисплатина с бортезо-
мибом и дексаметазоном. Инкубирование линии 
A875 с цисплатином и бортезомибом приводило 
к гибели большего количества клеток и к менее вы-
раженному увеличению уровня экспрессии PRAME 
по сравнению с клетками, инкубированными толь-
ко с цисплатином (p = 0,0303). С другой стороны, 
добавление дексаметазона и цисплатина снижало 
количество погибших клеток и вдвое увеличивало 
активность PRAME (p = 0,0277) по сравнению с ре-
зультатами, полученными после инкубирования 
с цисплатином (см. таблицу).

Результаты
Таким образом, стрессовые условия, такие как по-

вреждение самих опухолевых клеток с помощью ци-
сплатина, приводят к увеличению уровня экспрессии 
гена PRAME. В результате гиперэкспрессия PRAME 
снижает чувствительность опухолевой клетки к стрес-
су в целом и химиопрепаратам в частности. Это позво-
ляет PRAME-положительным клеткам опухоли очень 
быстро приобретать резистентность к химиопрепара-
там не путем естественного отбора новых клонов, а уве-
личением уровня экспрессии PRAME в уже существу-
ющих. Это следует из увеличения уровня экспрессии 
PRAME на порядок, в то время как погибла только 
половина клеток.

Заключение
Наиболее важное следствие наших результатов – 

возможность не допускать увеличения уровня экспрес-
сии гена PRAME с помощью бортезомиба – известно-
го и достаточно доступного препарата. Поскольку 
экспрессия PRAME не является обязательной для нор-
мальной соматической клетки, отрицательных для ор-
ганизма последствий блокирования функций белка 
ожидать не следует, в то время как резистентность 
опухолевой клетки не будет увеличиваться.

Эффекты от воздействия химиопрепаратов

Effects of chemotherapy drug interactions

Тип воздействия 
Interaction type

Медиана уровня 
экспрессии PRAME 

в процентах 
относительно 

контрольного гена 
ABL 

Median PRAME 
expression level in 

percent relative to ABL 
control gene

Сравнение 
с контролем, p 
Comparison with 

control, p

Доля погибших 
клеток, % 

Fraction of dead cells, 
%

Нет (контроль) 
No (control) 5308 2

Цисплатин, 20 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml 42 900 0,0277 50

Бортезомиб,10 мкг / мл 
Bortezomib, 10 µg / ml 6990 0,1158 24

Бортезомиб, 0,4 мкг / мл 
Bortezomib, 0.4 µg / ml 6372 0,2864 5

Дексаметазон, 100 мкг / мл 
Dexamethasone, 100 µg / ml 44 941 0,0277 1

Цисплатин, 20 мкг / мл + бортезомиб, 10 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml + bortezomib, 10 µg / ml 22 130 0,0277 59

Цисплатин, 20 мкг / мл + бортезомиб, 0,4 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml + bortezomib, 0.4 µg / ml 21 080 0,0464 54

Цисплатин, 20 мкг / мл + дексаметазон, 100 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml + dexamethasone, 100 µg / ml 84 260 0,0277 44
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